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摘要: 以罗非鱼( Mossambica tilapia) 为实验生物，研究了离体条件下其肝脏抗氧化系统中谷胱甘肽( GSH) 含量、谷胱甘肽硫转移酶( GST) 和超
氧化物歧化酶( SOD) 活性对 4 种溴代阻燃剂( Brominated flame retardants，BFＲs) ———四溴联苯醚( BDE-47) 、十溴联苯醚( BDE-209) 、六溴环十
二烷( HBCD) 和四溴双酚 A( TBBPA) 的响应．研究结果表明: 离体暴露于 4 种 BFＲs 1 h 后，罗非鱼肝脏上清液中 GSH 含量和 SOD 活性随暴露
剂量升高均呈现先升高后回落的趋势，但总体均高于对照组水平; GST 活性则被抑制．上述 3 种抗氧化参数中，同一参数对 4 种 BFＲs 响应均呈
现一致的变化趋势，其中 GST 和 SOD 活性响应更为灵敏．GST 活性对 BDE-47、BDE-209 和 HBCD 的最低响应浓度均低于 1 ng·L－1，且与 TBBPA
和 BDE-209 在一定浓度范围内存在较好的剂量-效应关系; SOD 活性对 4 种 BFＲs 暴露较为敏感，最低响应浓度均低于 10 ng·L－1，并且与除
BDE-209 外的上述 3 种污染物在一定的浓度范围内具有良好的剂量-效应关系．因此，GST 和 SOD 活性指标是值得进一步研究的溴代阻燃剂污
染候选生物标志物．
关键词: 溴代阻燃剂( BFＲs) ; 肝脏抗氧化系统; 离体
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Abstract: The present work aims to investigate the responses of glutathione ( GSH) ，glutathione S-transferase ( GST) and superoxide dismutase ( SOD)
in Mossambica tilapia liver supernatant exposed in vitro to four kinds of brominated flame retardants ( BFＲs) ( BDE-47，BDE-209，HBCD and TBBPA)
for 1 h at different doses． The results showed that hepatic GSH content and SOD activity increased at lower concentrations，and then decreased at higher
concentrations，while GSH content and SOD activity in the exposed groups were higher than that in the control at all mentioned concentrations． The GST
activity was inhibited by the four types of BFＲs． The results indicated that the same antioxidant parameter had the similar response trend to the 4 BFＲs．
Moreover，the responses of the activity of GST and SOD to the BFＲs were more sensitive than that of GSH content． The lowest observed effect concentration
( LOEC) of GST activity to BDE-47，BDE-209 and HBCD was less than 1 ng·L－1 and GST activity values had a good linear relationship with the certain
concentrations of TBBPA and BDE-209． The SOD activity was sensitive to all four types of BFＲs and the LOEC was less than 10 ng·L－1 ． The values of
SOD activity had a good linear relationship with the certain concentrations of BDE-47，HBCD and TBBPA． Our results suggested that the parameters of
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GST and SOD in Mossambica tilapia liver antioxidant system had the potential to serve as biomarkers to evaluate the adverse effects of BFＲs pollution．
Keywords: brominated flame retardants( BFＲs) ; hepatic antioxidant system; in vitro
1 引言( Introduction)
作为一类新型持久性有机污染物，溴代阻燃剂
( BFＲs) 的生产和使用有 30 多年的历史，市场上广
泛使用的 BFＲs 主要为多溴联苯醚 ( PBDEs) 、六溴
环十二烷( HBCD) 以及四溴双酚 A( TBBPA) ．目前，
我国多溴联苯醚的需求量仍以每年 8%的速度在增
长( Mai et al．，2005) ，这些 BFＲs 在生产、使用和废
物处 理 过 程 中 均 会 不 同 程 度 地 流 入 到 环 境 中
( Alcock et al．，2003; Morris et al．，2004; 陈社军等，
2005) ．环境中溴代阻燃剂能够进入生物体和人体，
并对其 产 生 不 同 的 不 良 影 响 ( Hurd and Whalen，




有更强生物蓄积性的 BDE-47 研究甚少 ( Birnbaum





度存在密切的关系 ( Song et al．，2006) ．近年来一些
学者研 究 了 抗 氧 化 系 统 对 外 源 胁 迫 因 子 的 响 应





Van der Oost 等认为在水生生态系统中，研究与
氧化相关的生物标志物指标时通常采用本地鱼群





有一 些 文 献 报 道 ( 王 素 敏，2012; 岳 宏 伟，2009;









意义的．综上，本实验以来自于 3 类不同结构的 4 种
市场 上 常 见 的 BFＲs 单 体 化 合 物 ( BDE-47，BDE-
209，HBCD 和 TBBPA，结构如图 1) 为目标污染物，
采用离体实验方法，系统研究了罗非鱼肝脏抗氧化
系统对这 4 种污染物的响应，并探讨 3 个抗氧化生
物指标作为溴代阻燃剂生物标志物的可能性．
图 1 4 种溴代阻燃剂结构式
Fig．1 Structures of the 4 BFＲs
2 材料和方法( Materials and methods)
2．1 实验材料
受试生物为罗非鱼 ( Mossambica tilapia) ，购自




SpectraMax M2 /M5 微孔板检测系统( Molecular
Devices) ，Mikro 220Ｒ 冷冻离心机( Hettich) ．四溴联
苯醚 ( BDE-47，99． 5%) 、十 溴 联 苯 醚 ( BDE-209，
99%) ，六溴环十二烷( HBCD，＞95．0%) 、四溴双酚 A
( TBBPA) 和 还 原 型 谷 胱 甘 肽 ( GSH，＞ 98%) 购 于




制备参照文献 ( Stegeman et al．，1979; Frlin，1980)
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方法．剖鱼取出肝脏后，用预冷的 0．15%的 KCl 溶液
洗涤，滤纸吸掉血渍．按 1∶5( g /mL) 的比例加入预冷
的 PBS( pH 7． 4 ) ，冰浴下匀浆．匀浆液在 4 ℃ 下，
10000 g 离心 30 min，取上清液分装，于－80 ℃保存，
用于抗氧化指标的测定．
2．3．2 离体暴污实验 4 种 BFＲs 用 DMSO 配成一
定浓度的储备液，用超纯水逐级稀释，实验同时设
一个空白对照组( 未经任何暴露处理的肝粗酶液样
品，用 NC 表示) ，一个溶剂对照组 ( 5%DMSO 暴露
处理的肝粗酶液样品，用 SC 表示) 和 11 个暴污组，
暴污实验参照文献 ( Viarengo et al．，1997) 方法，分
别取 10 μL 不同浓度的污染物，10 μL 肝粗酶液样
品，相应缓冲液于 96 孔板中混匀，室温孵育 1 h，污
染物终浓度分别为 0．0001，0．001，0．01，0．1，0．5，1，
10，50，100，500，1000 μg·L－1，每个浓度设 9 个
平行．
2．3．3 抗氧化系统指标的测定 GSH 含量测定采
用文献 ( Hissin and Hilf，1976 ) 的方法，略作修改．
GSH 在 pH = 8．0 下，与邻苯二甲醛 ( OPA) 反应生
成具有高度荧光的化合物．室温下，于 96 孔板中加
入 10 μL 粗酶液，180 μL 0．1 mol·L－1的磷酸缓冲溶
液( pH 8． 0 ) 和 10 μL 邻 苯 二 甲 醛 的 乙 醇 溶 液
( 1 mg·mL－1 ) ，充分混合，室温下放置 20 min．以 340
nm 为激发波长，在 430 nm 下测定荧光强度．GSH 含
量的变化以相对溶剂对照组的百分比表示．
GST 活性检测参考文献 ( Habig et al．，1974) 的
方法，稍作修改．室温下，于 96 孔板中加入粗酶液 10
μL，0．1 mol·L－1的磷酸缓冲溶液( pH 6．5) 170 μL，30
mmol·L－1的 GSH 溶液 10 μL，最后加入 30 mmol·L－1




SOD 活性参照文献 ( Marklund et al．，1974; 邹
国林等，1984) 方法，略作修改．室温下，于 96 孔板中
加入 0．1 mol L－1的 Tris-HCl 溶液( pH 8．2) 100 μL，
超纯水 90 μL，最后加入 4．5 mmol·L－1的邻苯三酚溶
液 10 μL，混匀．立即在 325 nm 下每 30 s 测定一次吸
光值，测定 5 min．计算邻苯三酚自氧化速率，按以上




( Means±SD) 表示．采用统计学软件 SPSS 16．0 进行
分析，正态分布检验采用 Shapiro-wilk 分析，方差齐
性检验采用 Levene's Test，单因素方差分析( one-way
ANOVA) 采用 Dunnett ( 2-sided) 分析，并以 p≤0．05
( * ) 表示差异显著，p≤0． 01 ( ＊＊ ) 表示差异极
显著．
3 结果( Ｒesults)
图 2 罗非鱼肝脏中 GSH 含量对 4 种 BFＲs 的响应( * 表示与
对照组相比差异显著，p≤0．05，＊＊表示与对照组差异极
显著，p≤0．01)
Fig．2 Effects of 4 BFＲs on GSH content in the liver of Mossambica
tilapia
3．1 4 种 BFＲs 对罗非鱼肝 GSH 含量的影响
由图 2 可知，空白对照组和溶剂对照组无差异，
表明溶剂对 GSH 含量无影响( 下同) ．在 4 种 BFＲs
胁迫下，罗非鱼肝中 GSH 含量均呈现先升高后回落
的变化趋势，在整个浓度范围内 GSH 含量均高于对
照组水平．其中 BDE-47 和 TBBPA ( 低溴含量污染
物) 处理组响应最为敏感，在 0．1 ng·L－1 时，GSH 含
量分别 上 升 为 对 照 组 的 120． 61%、132． 92% ( p≤
0. 01) ，较于高溴含量化合物( BDE-209 和 HBCD) ，
其 GSH 含量上升幅度更大．BDE-209 和 HBCD 则分
别在浓度为 1 μg·L－1和 0．5 μg·L－1时，GSH 含量上
8592
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3．2 4 种 BFＲs 对罗非鱼肝 GST 活性的影响
如图 3 所示，在 4 种 BFＲs 胁迫下，罗非鱼肝中
GST 活性基本呈下降趋势，并且除 TBBPA 外，GST
对其余 3 种 BFＲs( 2 个 PBDEs 同系物和 HBCD) 反
应均十分敏感，极低浓度即被显著抑制．BDE-47 和
HBCD 在 0．1 ng·L－1 时，GST 活性分别为对照组的
81．55%( p≤0．05) 和 78．58%( p≤0．01) ; BDE-209 浓
度为 1 ng·L－1时，GST 活性为对照组的 82．10% ( p≤
0．01) ; 低浓度的 TBBPA 对 GST 的影响不明显，但在
高浓度( ≥100 μg·L－1 ) 时，与其它 3 个 BFＲs 一样，
显著抑制 GST 的活性．
图 3 罗非鱼肝脏中 GST 活性对 4 种 BFＲs 的响应( * 表示与
对照组相比差异显著，p≤0．05; ＊＊表示与对照组差异
极显著，p≤0．01)
Fig．3 Effects of 4 BFＲs on GST activity in the liver of
Mossambica tilapia
3．3 4 种 BFＲs 对罗非鱼肝 SOD 活性的影响
如图 4 所示，罗非鱼肝中 SOD 对 4 种 BFＲs 响
应与 GSH 的变化趋势一致: 均表现为浓度低时活性
被诱导，高浓度时活性回落，但活性值总体高于对
照组水平．SOD 活性对 4 种 BFＲs 响应均较为敏感:
当 BDE-47 和 BDE-209 浓度为 0．1 ng·L－1时，SOD 活
性即 被 明 显 诱 导，而 HBCD 和 TBBPA 则 在 10
ng·L－1时，SOD 活性被显著诱导．BDE-47，BDE-209，
HBCD 均在浓度为 10 μg·L－1时，SOD 活性达到最大
值，而 TBBPA 则在 1 μg·L－1，SOD 活性达到最大，其
中 BDE-47 和 TBBPA ( 低 溴 含 量 污 染 物 ) 处 理 组
SOD 活性诱导上升幅度相对更大，与 GSH 响应结果
一致．
图 4 罗非鱼肝脏中 SOD 活性对 4 种 BFＲs 的响应( * 表示与
对照组相比差异显著，p≤0．05，＊＊表示与对照组差异极
显著，p≤0．01)
Fig．4 Effects of 4 BFＲs on SOD activity in the liver of
Mossambica tilapia
3．4 3 个抗氧化指标与 4 种 BFＲs 浓度之间的线性
关系分析
对本研究结果进行部分浓度区间的线性分析，
如图 5 所示．HBCD 在低浓度区间 ( 0．1 ng·L－1 ～ 10
μg·L－1 ) 时，与 GSH 含量之间具有良好的浓度－效应
线性关系( 图 5a) ，线性方程为 y = 2．0699x+99．122
( Ｒ2 = 0. 9317) ，浓度跨度为 105．TBBPA 在整个浓度
9592
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图 5 3 个抗氧化指标与 4 种 BFＲs 浓度之间的线性关系分析
( a: GSH 相对含量与 BFＲs 浓度常用对数值线性分析，b:
GST 相对活性与 BFＲs 浓度常用对数值线性分析，c: SOD
相对活性与 BFＲs 浓度常用对数值线性分析)
Fig．5 Dose-response linear regression analysis
区间( 0．1 ng·L－1 ～ 1 mg·L－1 ) GST 响应与浓度线性
关系良好，线性方程为 y = －3．1051x+116．83 ( Ｒ2 =
0. 8598) ，浓度跨度为 107( 图 5b) ．对于 BDE-209，其
高浓度区间( 10 μg·L－1 ～ 1 mg·L－1 ) 与 GST 活性之
间线性关系良好( y = －11．31x+170．53，Ｒ2 = 0．9493)
( 图 5b) ．对于 SOD 活性指标，其与低浓度的 BDE-
47、HBCD 和 TBBPA ( BDE- 47 和 HBCD 为 0. 1
ng·L－1 ～ 10 μg·L－1， TBBPA 为 0． 1 ng·L－1 ～
1 μg·L－1 ) 存在良好的线性关系( 图 5c) ．BDE-47 和
HBCD 线性方程分别为 y = 1． 5964x+107．54 ( Ｒ2 =
0. 9473) ，y = 3．1678x+93．535( Ｒ2 = 0．8688) ，浓度跨
度为 105，TBBPA 线 性 方 程 为 y = 2． 3946x + 104． 7
( Ｒ2 = 0．9383) ，浓度跨度为 104．
4 讨论( Discussion)
本实验中，4 种 BFＲs 胁迫下，罗非鱼离体肝脏
中 GSH 含量均在低、中暴污浓度时升高，高浓度时
回落到对照组水平．GSH 含量升高可能是由于活性
氧自由基( ＲOS) 的形成，有研究表明 ＲOS 的存在能
够诱导 GSH 的生成( 苏燕等，2007) ; 并且，在解毒过
程中 GST 能够催化 GSH 与活性亲电化合物 ( 主要
为中间代谢产物) 结合从而降低毒性，本研究结果
显示 GST 活性显著下降，减少了 GSH 的消耗，因此
GSH 含量增加．而高浓度暴污时 GSH 回落，可能是
由于产生的 ＲOS 超出了抗氧化系统的清除能力，整
个系统平衡被打破，各项功能( 包括 GST 和 SOD) 都
处于下降状态．4 个 BFＲs 处理组中，GSH 对低溴含
量污染物( BDE-47 和 TBBPA) 的响应更为敏感且上
升幅度更大，并且 SOD 活性也呈现类似的响应，这
可能与化合物中溴含量有关．溴含量低者( 如 BDE-
47 和 TBBPA) ，水溶性较好，且分子体积较小，因此
容易被吸收转化，因而在实验中表现出在较低浓度
即可 引 起 显 著 影 响． Birnbaum 等 的 研 究 也 表 明
PBDEs 中低溴代的 BDE-47 具有更强的生物蓄积性
( Birnbaum et al．，2004) ，因此有必要加强对 BDE-47
和 TBBPA 等低溴含量污染物的环境浓度监测．虽
然，本实验结果显示 GSH 对 BDE-47 和 TBBPA 响应
敏感，但线性关系分析结果表明，GSH 与两者均不
存在良好的剂量-效应线性关系; GSH 仅与 HBCD 存
在较宽的线性关系浓度范围，但其对 HBCD 的响应
不敏感，大部分线性范围区间与对照组无显著差
异，因此 GSH 不适合作为 BFＲs 的潜在生物标志物．
本研究中，4 种 BFＲs 胁迫下，肝粗酶液中 GST
活性基本呈下降趋势．有文献报道 BDE-209 经脱溴
反应转化成低溴代二苯醚是其重要的代谢过程，而
亲电性的 Br·和活性氧自由基可能与 GST 活性中心
结合从而导致抗氧化功能混乱并对 GST 产生毒性
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GST 通 常 很 容 易 被 氧 化 剂 灭 活 ( Modesto and




100 mg·L－1三个不同剂量的十溴联苯醚 14 d 和 30
d，结果表明 3 个剂量组鲫鱼肝中 GST 活性均被抑
制( Feng et al．，2013) ．聂芳红等将模式生物斑马鱼
暴露于含不同浓度 TCDD 和 PCB77 的水体中 5 d，
发现与对照组相比，低剂量的 TCDD( 0．1 μg·L－1 ) 和
PCB77( 0．2 μg·L－1 ) 即可极显著抑制肝脏中 GST 活
性( 聂芳红等，2009) ，与本文中 GST 活性被抑制的
结果一致． SOD 活性变化趋势则与 GSH 类似，4 种
BFＲs 暴露浓度≥10 ng·L－1时，离体鱼肝中 SOD 活
性均显著升高( p≤0．01) ，高浓度时又回落．周科等
通过研究发现，铜锈环棱螺暴露于含有 40、160、640
ng·g－1( 以沉积物干重计) BDE-47 的沉积物中 20 d，
与对照组相比，低剂量( 40 ng·g－1和 160 ng·g－1 ) 实
验组肝胰脏中 SOD 活性能够可被显著诱导，而随着




浓度时 SOD 活性下降则说明污染物激发的 O－·2 超出
了 SOD 的防御能力，造成抗氧化系统功能受损，致







志物( 郭红岩等，2001; 王淑红等，2000) ．结合本实
验线性关系分析和敏感性分析结果，SOD 对 3 个
BFＲs 均在低浓度区间存在较好的剂量-效应线性关
系，且对 4 个 BFＲs 均具有较好的敏感性，因此其极
有可能成为 BFＲs 污染的潜在生物标志物．而 GST
则与 BDE-209 和 TBBPA 存在一定的剂量-效应线性
关系，且对除 TBBPA 外的多个 BFＲs 有极强的敏感
性，最低响应浓度仅为 0．1 ng·L－1，因此其有潜力作
为补充生物指标，与 SOD 共同成为 BFＲs 污染的潜
在生物标志物．
5 结论( Conclusions)
1) 实验结果表明低浓度的 BDE-47 和 TBBPA
( 溴含量相对更低的污染物) 可显著诱导 GSH 含量
和 SOD 活性，且诱导上升幅度比高溴含量的 BDE-
209 和 HBCD 更大，说明低溴含量的污染物对生物
抗氧化系统可能具有更强干扰效应，因此有必要加
强对其环境浓度的监测．
2) 3 个抗氧化系统生物指标中，相较于 GSH，酶
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